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(54) Composes hydrosolubles derives d'un homopolymere pu copolymere de I'anhydride maleique, et 
applications desdits composes au support de molecules biologiques. 

@ Compose hydrosoluble derive d'un homopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique presen- 
tant des fonctions anhydrides disponibles et des fonctions anhydrides hydrolysees, caracterise en ce 
que les fonctions anhydride hydrolysees consistent en des fonctions carboxyliques et des fonctions 
derivees de fonctions carboxyliques portant un residu d'un compose repondant a la formule I : 
Cx Hy Az Ot (I) 

dans laquelle : 

— A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre 
d'une fonction thiol, 

— x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

— y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 
4 quand A est un atome de soufre. 
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La presente invention concerne un compose hydrosoluble d'un homopolymere ou copolymere de I'anhy- 
dride maleique, un agent d'hydrophilisation d'un tel homopolymere ou copolymere, un procede pour preparer 
ledit compose hydrosoluble et enfin les applications du compose prepare. 

Les homopolymeres d'anhydride maleique ou copolymeres a base d'anhydride maleique non hydrolyses 
sont insolubles dans I'eau a pH neutre. lis deviennent peu a peu solubles par reaction d'hydrolyse en milieu 
aqueux, du fait de I'ouverture des cycles anhydride maleique par aftaque nucleophile des molecules d'eau sur 
les fonctions anhydride et ouverture subsequent^ des cycles avec production de fonctions carboxyliques. 

Une solubilisation directe en milieu aqueux par hydrolyse des fonctions anhydride presente I'inconvenient 
d'etre un processus long et difficilement controlable. En effet, on ne sait pas combien de fonctions anhydride 
sont. consommees pour "dissoudre" le polymere. 

On sait parailleurs que les homopolymeres ou copolymeres d'anhydride maleique sont solubles dans cer- 
tains solvants organiques. 

B. SOLOMON etY. LEVIN (Biotechnology and Bioengineering, vol. XVI, pages 1161-1177 (1974))ontdecrit 
un procede de couplage d'une enzyme a des copolymeres ethylene-anhydride maleique, selon lequel le co- 
polymere d'anhydride maleique dissous dans de I'acetone' a une concentration de 1 0 % (poids/volume) est me- 
lange a une preparation enzymatique, pour la fixation de cette derniere sur le copolymere. Par effet competitif 
entre les molecules d'eau de la preparation enzymatique et les groupements amines de I'enzyme, on obtient 
une hydrolyse du copolymere permettant a la fois sa dissolution et la fixation de la fraction proteique. Cepen- 
dant, comme explique dans cette publication, il se forme un precipite partiel du copolymere ethylene-anhydride 
maleique au cours du melange de la solution organique contenant le copolymere et de la solution proteique, 
ce qui necessite une etape supplemental d'agitation pendant au moins une nuit, jusqu'a I'obtention de la dis- 
solution complete du precipite. Ce procede n'est done pas entierement satisfaisant car il presente des diff icul- 
tes techniques de mise en oeuvre dues a la formation de ce precipite. 

Une solution pour pallier ce probleme pourrait etre trouvee dans la publication de Leon GOLDSTEIN et 
al. (Int. J. Biochem. 2,448,1971, Water-insoluble derivatives of naringinase) qui consiste a melangerle copo- 
lymere d'anhydride maleique dansune solution contenant environ 50 a 70 % d'un solvant organique tel que 
I'acetone, le dimethylformamide (DMF) ou le dimethylsulfoxide (DMSO) pour la dissolution complete du copo- 
lymere et a ajouter la solution de copolymere d'anhydride maleique ainsi obtenue, a une solution aqueuse d'une 
enzyrne pour la fixation de cette derniere sur le copolymere. Une phase homogene est effectivement obtenue. 

Cependant, cette solution est particulierement desavantageuse quand I'enzyme ou toute autre molecule 
biologique a fixer sur I'homopolymere ou copolymere est sensible au solvant organique, risquant d'etre par- 
tiellement voire totalement denaturee et, de ce fait, perdre toute activite biologique. 

Selon DE-A-24 20 747, il est decrit un compose hydrosoluble derive d'un copolymere anhydride malei- 
que/ethylene destine a immobiliser des enzymes. 

Ce derive presente des fonctions anhydride hydrolysees qui consistent en des fonctions carboxyliques por- 
tant un residu d'une amine choisie parmi I'hydrazine, le p.p'-diamino-diphenyl-methane (MDA) et le diamino- 
1 ,6-hexane. La fixation de I'une ou I'autre de ces amines sur ledit copolymere lui confere une certaine solubilite 
en phase aqueuse, permettant ainsi d'effectuer I'etape de fixation de I'enzyme sur ledit derive en milieu 
aqueux. Cependant, avant I'etape de fixation, une etape supplemental d'activation des groupements anhy- 
dride transformes est necessaire. 

La presente invention permet de resoudre les problemes poses par les solutions actuellement existantes, 
en apportant un compose hydrosoluble derive d'un homopolymere ou copolymere d'anhydride maleique, di- 
rectement utilisable pour immobiliser une molecule biologique, sans qu'une etape prealable d'activation ne soit 
necessaire. 

Selon I'invention, ce compose presente des fonctions anhydride disponibles ou libres et des fonctions an- 
hydride hydrolysees, les fonctions anhydride hydrolysees consistant en des fonctions carboxyliques et des 
fonctions derivees de fonctions carbc '!iques portant un residu d'un compose repondant a la formule I : 
Cx Hy Az Ot (I) 

dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fc amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonctlon thiol, 

- x, z ett independamment les l\ ues autres sont des nombres entiers non nuls, et 

t y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 

quand A est un atome de soufre. 
Les fonctions derivees de fonctions carboxyliques sont notamment choisies parmi les fonctions ester, ami- 
de, thiocarboxy. 

Quand A est I'atome d'azote, le compose I est avantageusement choisi parmi le tris(hydroxymethyl) ami- 
nomethane, l'(amino-2-ethylamino)-2-ethanol, l'amino-2-methyl-2-propanediol-1,3, ladiethanolamine, les po- 
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lypeptides et de preference une polytyrosine ou polyglycine, le N-BOC-1,6-diaminohexane et les composes 
repondant aux formules generales respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH 2 
(III) HO-(CH2-CH2)n-0-(CH 2 -CH 2 )n-NH 2 
5 (IV) HO-tCHz-CHz-OJn-CHz-CHz-NHz 

dans lesquelles n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

De preference n est compris entre 1 et 10 et le compose II est choisi parmi I'ethanolamine et l'(amino-2- 
ethoxy)-2-ethanol. 

Quand A est Patome de soufre, le compose I est avantageusement le mercaptoethanol. 
10 Les composes hydrosolubles de I'invention sont des derives de copolymeres de I'anhydride maleique, choi- 

sis parmi les poly (anhydride maleique-ethylene), les poly (anhydride maleique-styrene), les poly (anhydride 
maleique-propylene), les poly (anhydride maleique-methylvinylether). 

De preference, les copolymeres comprennent au moins 5 % de motifs anhydride maleique. 
Le compose hydrosoluble est utilise selon I'invention pour immobiliser au moins une molecule biologique, 
15 a laquelle il est lie directement ou indirectement. Ladite molecule biologique est notamment choisie parmi des 
proteines telles que des anticorps ou des fragments d'anticorps ou des antigenes; des polypeptides; des en- 
zymes; des petites molecules telles que des haptenes; des fragments d'acides nucleiques. 

Le terme "fragment d'acide nucleique" tel qu'utilise dans la presents invention, signifie un fragment d'ADN 
ou d'ARN naturel, ou un oligonucleotide naturel ou de synthese, ou un fragment d'ADN ou d'ARN desynthese 
20 non modif ie ou comprenant une ou plusieurs bases modif iees telles que I'inosine, la methyl-5-desoxycytidine, 
la dimethylamino-5-desoxyuridine, la desoxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la bromo-5-desoxyuridine ou toute 
autre base modifiee. 

Ainsi pour immobiliser des proteines, le compose hydrosoluble de I'invention est ajoute a une solution pro- 
teique, les groupements amines des proteines reagissant pourformer des liaisons covalentes avec le compose 
25 derive de I'homopolymere ou copolymere, sur les fonctions anhydride encore disponibles, c'est-a-dire les fonc- 
tions anhydride non hydrolysees. 

Selon un mode d'utilisation particulier du compose de I'invention, ce dernier est fonctionnalise par inte- 
raction des fonctions anhydride disponibles, avec des fonctions reactives d'un agent de fonctionnalisation, les- 
dites fonctions reactives etant notamment choisies parmi les fonctions amine, thiol et hydroxyle. 
30 Au sens de la presente invention, une fonctionnalisation est une modification chimique de I'homopolymere 

ou copolymere d'anhydride maleique par un agent de fonctionnalisation, en vue de : 

1) son immobilisation directe ou indirecte sur un support solide : par immobilisation directe, on entend la 
fixation par covalence ou adsorption passive de I'homopolymere ou copolymere sur ledit support solide 
prealablement fonctionnalise ou non ; une immobilisation directe peut etre realisee au moyen d'un ligand, 

35 prealablement fixe sur I'homopolymere ou copolymere, puis fixe chimiquement sur ledit support solide ; 

par immobilisation indirecte, on entend I'interaction ligand/antiligand entre un ligand fixe sur I'homopoly- 
mere du copolymere, et I'antiligand ou ligand complementaire fixe sur le support solide. 

2) son marquage pour le detecter 

3) la fixation indirecte d'une molecule biologique sur ledit homopolymere ou copolymere. 

40 L'agent de fonctionnalisation est notamment choisi parmi les haptenes, des agents colorants, lumines- 

cents, fluorescents ou phosphorescents, et des polymeres naturels ou synthetiques notamment polypeptides, 
polysaccharides et proteines solubles en milieu organique et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

Selon I'invention, il ressortque si la liaison entre le compose de I'invention et la ou les molecules biologi- 
ques est indirecte, le compose est lie a un agent de fonctionnalisation pouvant appartenir au groupe des agents 

45 cites ci-dessus, l'agent de fonctionnalisation etant lui-meme lie a la ou les molecules biologiques. 

En outre, le compose portant la ou les molecules biologiques, fonctionnai ise ou non, peut etre lie direc- 
tement ou indirectement a uh support solide. Le compose peut etre directement lie sur un support solide par 
un ligand notamment choisi parmi les polypeptides et la polytyrosine et la polyglycine et le N-BOC-1 ,6-diami- 
nohexane. Quand la liaison entre le compose et le support soiide est indirecte, le compose est lie a un agent 

50 de fonctionnalisation qui est lie a un agent de fonctionnalisation complementaire, ce dernier etant lie a un sup- 
port solide. 

Selon I'invention, le compose repondant a la formule I peut etre a lafois, l'agent d'hydrophilisation et l'agent 
de fonctionnalisation, et est de preference un polypeptide choisi parmi la polytyrosine et la polyglycine ou le 
N-BOC-1 ,6-diaminohexane. 

55 Avantageusement, le support solide est choisi parmi les rnateriaux naturels, desynthese modifies ou non 

chimiquement, et notamment parmi les latex, les polymeres du type polychlorure de vinyle, polyethylene, po- 
lystyrene, polyacrylate et les copolymeres du type de ceux a base de styrene. 

Le support solide peut etre sous la forme d'une plaque de microtitration, d'un cone, d'un tube, d'un puits, 
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de billes ou analogues. 

La presente invention concerne egalement un agent d'hydrophilisation d'un homopolymere ou copolymere 
de I'anhydride maleique, cet agent repondant a la formule I : 

CxHyAzOt (I) 

s dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondare ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une • 
fonction thiol, 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 
10 quand A est un atome de soufre. 

L'agent hydrophilisant est un compose soluble a la fois dans I'eau et en milieu organique, capable de se 
fixer sur I'homopolymere ou copolymere d'anhydride maleique pour lui conferer une totale solubilite en phase 
majoritairement aqueuse. 

Un autre objet de I'invention est un procede pour obtenir un derive soluble en phase aqueuse a pH neutre, 
15 d'un homopolymere ou copolymere d'anhydride maleique consistant : 

- a dissoudre I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

- a faire reagir I'homopolymere ou copolymere en solution, avec l'agent hydrophilisant de I'invention, en 
phase organique. 

Pour la mise en oeuvre de ce procede, et en particulier pour I'etape de la dissolution, le solvant employe 
20 est de preference de type aprotique polaire tel que le dimethylformamide (DMF), le dimethylsulfoxide (DMSO), 
la pyridine, la 1,3-dimethyl -3,4,5,6 tetrahydro-2 (1 H)-pyrimidinone, le dioxane, ou analogues. 

La quantite de solvant a employer depend de la nature chimique de I'homopolymere ou copolymere, de 
son poids moleculaire et de la nature du solvant organique. Aussi pour deux polymeres de poids moleculaire 
identique, le polymere le plus hydrophobe se dissoudra plus facilement dans le solvant organique. La quantite 
25 de solvant est au moins egale a la quantite necessaire pour dissoudre I'homopolymere ou copolymere a tem- 
perature ambiante. mais peut etre superieure sans pour autant nuire au bon deroulement du procede. 

Enfin, un dernier objet de I'invention est un procede pour immobiliser une molecule biologique sur un ho- 
mopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique consistant : 

- a dissoudre I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre et 

30 - a faire reagir I'homopolymere ou copolymere dissous avec un agent hydrophilisant selon I'invention, en 

phase organique et 

- a mettre en contact le compose hydrosoluble obtenu avec la molecule biologique, en phase aqueuse. 
Le procede d'immobilisation de I'invention peut en outre comprendre, avant la mise en contact du compose 

hydrosoluble avec la molecule biologique, une etape de fonctionnalisation : 
35 - de I'homopolymere ou copolymere d'anhydride maleique, quand elle est effectuee avant I'etape d'hy- 
drophilisation dudit homopolymere ou copolymere 

- ou du compose hydrosoluble, quand elle est effectuee apres I'etape d'hydrophilisation de I'homopoly- 
mere ou copolymere. 

L'etape de fonctionnalisation est effectuee en phase organique avec un agent de fonctionnalisation qui 
40 est avantageusement choisi parmi les haptenes, des agents colorants, luminescents, fluorescents ou phos- 
phorescents et des polymeres naturels ou synthetiques notamment polypeptides, polysaccharides et proteines 
solubles en milieu organique, et le N-BOC-1 ,6-diaminohexane. 

La reaction de fonctionnalisation a lieu a des temperatures comprises entre + 4°C et + 50°C, preferentiel- 
lement entre + 4°C et + 37°C, et plus couramment a temperature ambiante. Le temps de contact entre le ou 
45 les agents de fonctionnalisation et I'homopolymere ou copolymere s'echelonne entre 30 mn et 48 heures, pre- 
ferentiellement entre une heure et24 heures. Une agitation du milieu reactionnel n'est pas toujours indispen- 
sable. 

Les differents objets de I'invention ainsi que leurs n=i"t5Cteristiques et avantages sont a present illustres 
par les exemples 1 a 6 suivants : 

50 

EXEMPLE 1 

Preparation de composes hydrosolubles derives de copolymeres de I'anhydride maleique 

55 Le Tableau 1 suivant fait apparaitre les conditions de preparation d'un compose hydrosoluble derive de 

trois copolymeres de I'anhydride maleique respectivement A, B et C : 

Copolymere A commercialise par la Societe POLYSCIENCE sous la reference 3106 
Copolymere B commercialise par la Societe JANSSEN sous la reference 17.923 -77 
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Copolymere C commercialise par la Societe POLYSCIENCE sous la reference 3102. 

Selon le procede de I'invention, le copolymere est dissous dans' un solvant organique anhydre, le dime- 
thylformamide (DMF) anhydre, puis I'agent hydrophilisant, I'ethanolamine, est additionne en milieu organique. 
La quantite a employer d'agent hydrophilisant en general et d'ethanolamine en particulier pour cet exempie, 
5 depend de la nature chimique du polymere ou copolymere, de la concentration du polymere ou copolymere 
dans la phase organique et du volume de la phase aqueuse. La quantite d'agent hydrophilisant ajoutee depend 
essentiellement de I'hydrophilie intrinseque du polymere ou copolymere. 

Ainsi, le Tableau 1 donne les quantites d'ethanolamine necessaire pour que 1 00 ul de solution de compose 
hydrosoluble derive des copolymeres respectivement A, B etc, dilues dans 900 |il de milieu aqueux, fournis- 
10 sent une solution homogene. 



TABLEAU 1 



Copolymere 50/50 anhydride maleiqueVP 


A 


B 


C 


P 


styrene 


styrene 


methylvinyl-ether 


Mw (masse moleculaire) 


1600 


50 000 


67 000 


quantite de copolymere (mg) 


100 


50 ■ 


15 


DMF (ml) 


1 


1 


1 


ethanolamine (ul) 


15 


7,5 


1 


% des fonctions anhydride consommees par I'ethanolami- 
ne 


50 


50 


25 



EXEMPLE 2 

so Immobilisation d'allergenes sur un compose hydrosoluble derive du copolymere anhydride maleique/styre- 
ne, B, de I'exemple 1, puis fixation sur des particules de latex fonctionnalise 

A 1 ml d'une solution de B dans du DMF anhydre, on ajoute 7,5 ul d'ethanolamine, puis on agite pendant 
30 sec. Dans un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, contenant 0,5 mg/ml d'extrait aqueux Dactyle (Laboratoire 
35 des Stallergenes) on additionne successivement 4 ul de solution de B diluee au 1/5 dans du DMF et 200 ul de 
suspension de latex amine a 5 % de taux de solide (Societe BioMerieux) pour obtenir, en final, un volume total 
de 1 ml. Apres agitation douce pendant 18 heures, le latex est centrifuge 5 mn a 8000 tpm dans une centrifu- 
geuse Eppendorf. Le culot est repris dans un tampon glycine 0,1 M ; NaCI 0,15 M ; pH8,2 ; BSA5 g/l. 

40 * Test d'activite des allergenes immobilises : 

Dans une plaque filtrante de microtitration, (Societe Pall) on depose dans chaque puits 100 ul de suspen- 
sion de latex et 50 ul de serum. Apres 3 heures d'incubation a temperature ambiante, on procede a 2 lavages 
en PBS-Tween par filtration sous vide. On introduitensuite 100 ul d'anticorps anti-lgE marque a la peroxydase 
45 de raifort et on laisse incuber 1 heure a temperature ambiante avantde laverdeuxfois. Ensuite, on ajoute 250 
ul de substrat ortho : phenylenediamine. Apres 30 mn d'incubation, on bloque la reaction enzymatlque par ad- 
dition de 100 pi de H 2 S0 4 , on filtre dans une plaqye de microtitration et la densite optique du filtrat est lue sur 
un lecteur de plaques, a la longueur d'onde de 492 nm. 

Les resultats (exprimes en unite de D.O.) sont presentes dans le Tableau 2 suivant : 
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TABLEAU 2 







SERUM NEGATIF 


SERUM POSITIF 




Temoin LATEX sans 


0,056 


0,387 




copolymere 




10 


Allergenes immobilises sur 








copolymere fix6 sur 


0,064 


1,050 




LATEX 







Le systeme presente de faibles bruits de fond et le signal specif ique est eleve. 
EXEMPLE 3 

20 Immobilisation d'allergenes sur un compose derive du copolymere anhydride maleique/styrene, B, de 
I'exemple 1 . puis fixation dudit derive sur un support solide 

* Fonctionnalisation par la biotine puis hydrophilisation du copolymere B 

On ajoute 1 ml de solution de B dans du DMF anhydre a 1 mg de biotine hydrazide (Pierce) et on 
25 laisse agirdeux heures a temperature ambiante. Le copolymere est utilisable tel quel saps aucune etape 

de purification. 

Ala solution de copolymere fonctionnalise, on ajoute 7,5 ul d'ethanolamine en tant qu'agent hydro- 
philisant. 

* Immobilisation d'allergenes sur la partie non fonctionnalisee du derive du copolymere B prepare ci-des- 
30 -sus : 

Ensuite on dilue le copolymere ainsi obtenu au 1/10 dans le DMF et Ton ajoute 2,5 ul de melange 
copolymere-biotine a 0,5 ml de solution d'allergenes, extrait Dactyle (Laboratoire des Stallergenes) a 
0,5 mg/mt en taux de proteines. Apres 4 heures d'incubation a temperature ambiante, on dialyse 1 8 heu- 
res a + 4°C contre un tampon phosphate 20 mM pH 7,4. 
35 * Fixation de la partie fonctionnalisee du derive du copolymere B sur un support solide 

* Test d'activite des allergenes immobilises : 

Apres deux lavages en PBS Tween, on ajoute 50 ul de serum et on incube 2 heures a temperature 
ambiante. Apres 2 nouveaux lavages, on ajoute 100 ul d'anticorps anti-lgE marque a la peroxydase, et 
on incube une heure a la meme temperature. Apres lavage, la reaction enzymatique a lieu pendant 30 
40 min a temperature ambiante. Apres blocage par 1 ml d'acide sulfurique, la lecture est effectuee a 492 

nm. 

Les resultats exprimes en unite de densite optique sont les suivants : 
SERUM NEGATIF: 0,014 
SERUM POSITIF: 1,533 
45 Le systeme ainsi obtenu presente un tres faible bruit de fond et un bon signal specif ique. 

EXEMPLE 4 

Immobilisation d'allergenes sur up copolymere anhydride maleique/styrene fonctionnalise et hydrophilise 
so par le meme agent, la polytyrosine 

* Fonctionnalisation du copolymere : 

1 0 mg de copolymere styrene-an hydride maleique de poids moleculaire 360 000 sont dissous dans 
1 ml de DMF. On ajoute ensuite 1 ml d'une solution de polytyrosine (Sigma, poids moleculaire 27 000) 
55 a 2 mg/ml dans du DMSO. On laisse agir 3 heures a temperature ambiante. Le copolymere devient suf- 

f isamment hydrophile pour etre utilise tel quel dans les conditions def ixation d'allergenes mises au point. 

* Immobilisation des allergenes : 

A 995 ul de solution d'allergenes a 0,5 mg/ml (extrait Armoise du laboratoire des Stallergenes) dans 

6 



1NSDOCID: <EP 0561722A1_I_> 



EP 0 561 722 A1 



un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, on ajoute 5 pj de solution de copolymere fonctionnalise, on incube 
4 heures a temperature ambiante. 

* Test d'activite des allergenes immobilises surle compose hydrosoluble derive de B fixe sur cones : 
L'allergene ainsi prepare est teste sur le systeme VIDAS (Marque deposee BioMerieux) apres fixation sur 

les cones selon un protocole def ini par le fabriquant 

Les resultats exprim'es en unites relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 
SERUM NEGATIF: 116 
SERUM POSITIF : 988 

EXEMPLE 5 

Immobilisation d'allergenes surle compose hydrosoluble derive d'un copolymere de I'anhydride maleique 
fonctionnalise et hydrophilise par le meme agent, le NBOC-1,6-diaminohexane 

* Fonctionnalisation et hydrophilisation du copolymere : 

10 mg de copolymere styrene-anhydride maleique de poids moleculaire 360 000 sont dissous dans 
0,7 ml de DMSO. On ajoute ensuite 0,3 ml d'une solution a 3 mg/ml d'hydrochlorure de N-BOC-1 ,6-dia- 
minohexane (Fluka) dans du DMSO, contenant 10 pi de triethylamine (Janssen) par ml de solvant On 
laisse agir 3 heures a temperature ambiante. Le polymere devient suffisamment hydrophile pour etre 
utilise tel quel, ou dilue au demi dans du DMF, dans les conditions de fixation d'allergenes mises au point. 

* Immobilisation des allergenes : 

A2490 (il de solution d'allergenes a 0,5 mg/ml (extrait Dactyle du laboratoire des Stallergenes) dans 
un tampon carbonate 100 mM pH 8,2, on ajoute 12,5 ul de solution de copolymere fonctionnalise dilue 
au demi dans du DMF, on incube 4 heures a temperature ambiante. 

* Test d'activite des allergenes immobilises : 

L'allergene ainsi prepare est teste sur le systeme VIDAS (BioMerieux) apres fixation sur les cones selon 
un protocole def ini par le fabriquant. 

Les resultats exprimes en unites relatives de fluorescence : RFU sont les suivants : 



SERUM FORTEMENT POSITIF (> 60) : 


13 827 


SERUM POSITIF (15) : 


3 191 


SERUM FAIBLEMENT POSITIF (1,4) : 


1 568 


SERUM TRES FAIBLEMENT POSITIF (0,44) : 


255 


SERUM NEGATIF : 


133 



Ces methodes d'immobilisation d'allergenes sur une phase solide selon Exempies 4 et 5 presentent un 
net avantage par rapport a celle decrite dans I'Exemple 3 en ce que, etant directes, elles ne necessitent pas 
I'emploi d'un anticorps antibiotine. Le protocole est aise a mettre en oeuvre. 

EXEMPLE 6 

Immobilisation d'anticorps monoclonaux anti-alpha-foeto-proteine (anti-AFP) sur le compose hydrosoluble 
derive d'un copolymere de i'anhydride maleique B ou C de I'exemple 1, fonctionnalise par la biotine, puis 
fixation sur support solide portant un anticorps anti-biotine 

* Fonctionnalisation du copolymere : 

Le copolymere B est fonctionnalise par la biotine et rendu hydrosoluble selon le prototype decrit 
dans I'Exemple 3. 

Le copolymere C est fonctionnalise et rendu hydrosoluble comme suit : 

A 1 ml de solution C, on ajoute 0,1 ml de solution de biotine hydrazide a 2,5 mg/ml. On laisse agir 
pendant deux heures, apres quoi le copolymere fonctionnalise est traite parl'ethanolamine. 

* Immobilisation des anticorps sur la partie non fonctionnalisee du derive du copolymere B ou C prepare 
ci-dessus : 

. Aune solution d'anticorps a 0,5 mg/ml en final dans un tampon carbonate pH 8,2, 1 00 mM, on ajoute 
5 ul de solution de compose hydrosoluble fonctionnalise derive du copolymere B ou C. On incube 1 heure 
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a 37° C avant de dialyser 4 heures a temperature ambiante contre du PBS. 

* Fixation de la partie fonctionnalisee du compose derive du copolymere B ou Csur un support solide 
portant un anticorps antibiotine : 

Un anticorps antibiotine a raison de 2 \ig d'anticorps par puits est fixe surune plaque de microtitra- 
5 tion (NUNC, nom commercial) durant 2 heures a 37° C avant saturation en gelatine 0,5 %. On depose 

dans les puits de la plaque ainsi obtenue un volume de solution d'anticorps anti-AFP immobilises. On 
laisse 1 heure a 37°C. 

* Test d'activite des anticorps immobilises : 

Apres 3 lavages en PBS Tween, on introduitune gamme en antigene (AFP). On laisse incuber 1 heure a 
10 37°C, on lave 3 fois en PBS Tween. La presence de I'antigene est detectee par un conjugue phosphatase al- 
caline- anticorps polyclonal complementaire. On incube 1 heure a 37°C. La revelation esteffectuee parlesubs- 
trat paranitrophenyl phosphate (pNPP). Apres blocage avec NaOH 1N, la lecture s'effectue sur un lecteur de 
plaques, a une longueur d'onde de 405 ran. 

Les resultats obtenus sont montres dans la figure 1. La courbe intitulee P3 est celle de I'anticorps seul. 
15 On voit ainsi que ce dernier n'est pas, ou tres peu, adsorbe non specif iquement par la plaque de microtitration 
revetue d'anticorps antibiotine. 

La courbe intitulee AMVE est celle obtenue avec le copolymere C methylvinylether-anhydride maleique. 
La courbe designee SAM est celle obtenue en utilisant le copolymere B styrene-anhydride maleique. Le co- 
polymere methylvinylether - anhydride maleique donne des signaux plus forts (courbe AMVE) que le copoly- 
20 mere styreneanhydride maleique (courbe SAM), toute chose etant egale par ailleurs (concentration en anti- 
corps au moment du couplage, concentration en biotine sur le polymere). 

Plus hydrophile que le copolymere styreneanhydride maleique, le copolymere methylvinylether-anhydride 
maleique conserve mieux I'integrite de I'anticorps en ne provoquant qu'une faible denaturation. 

25 EXEMPLE 7 

Utilisation d'un compose hydrosoluble derive du copolymere anhydride maleique/methylvinylether, fonction- 
nalise par la biotine, comme amplif icateur chimique 

Dans divers phenomenes biologiques, et tout particulierement dans le domaine du diagnostic, pour attein- 
dre des niveaux de sensibilite eleves, il peut etre necessaire d'amplifier artificiellement un signal specifique 
(par exemple : detection de materiel biologique present en faible quantite tel que des ADN ou fragments d'ADN). 

Dans ce but, des quantites croissantes de biotine-hydrazide (Pierce) ont ete mises en reaction avec le co- 
polymere anhydride maleique/methylvinylether, C, de I'Exemple 2 pour obtenir des copolymeres fonctionnali- 
ses. Ces derniers ont ete traites par I'ethanolamine pour conduire a des composes fonctionnalises hydroso- 
lubles que Ton appelle poly-biotine. 

Dans des puits d'une plaque de microtitration (NUNC), on fixe une quantite constante des diverses poly- 
biotines, par I'intermediaire d'un anticorps antibiotine, immobilise au fond des puits selon la methode decrite 
dans I'exemple 5. La presence de la biotine est revelee par un conjugue streptavidine - peroxydase qui se fixe 
en formant un complexe avec la biotine. 

La detection, a I'aide de la streptavidine marquee, diluee 1/10 000 en PBS - gelatine 0,5 %°, s'effectue de 
la facon suivante : 

- incubation du conjugue streptavidine-peroxydase pendant une heure a 37°C ; 

- 3 lavages en PBS Tween ; 

- ajout du substrat orthophenylenediamine (OPD), blocage par H 2 S0 4 et lecture a 492 nm. 
La figure 2 montre le signal obtenu en fonctipn des quantites de biotine f ixee sur le poly(methylvinylether- 

anhydride maleique). On observe qu'il y a une amplification du signal par un facteur 6 environ quand on passe 
de 0,05 mg de biotine a 1,5.mg de biotine pour 15 mg de polymere. 

50 

Revendlcations 

1) Compose hydrosoluble derive d'un homopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique presentant 
desfonctions anhydride disponibles etdesfonctions anhydride hydrolysees, caracterise en ce que lesfonctions 
55 anhydride hydrolysees consistent en des fonctions carboxyliques et des fonctions derivees de fonctions car- 
boxyliques portant un residu d'un compose repondant a la formule I : 
CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 
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- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 
quand A est un atome de soufre. 

2) Compose selon la revendication 1 , caracterise en ce que Aest I'atome d'azote et le compose I est choisi 
parmi le tris(hydroxymethyl)aminomethane, l'(amino-2-ethylamino)-2-ethanol, l'amino-2-methyl-2-propane- 
diol-1,3, la diethanolamine, les polypeptides et notamment polytyrosine ou polyglycine, le N-BOC-1,6-diami- 
nohexane et les composes repondant aux formules generates respectivement : 

(II) HO-(CH2)n-NH 2 
(III) HO^CHz-CHjJn-O-lCHz-CH^n-NHa 
(IV) HO-(CH 2 -CH 2 -0)n-CH 2 -CH 2 -NH 2 
dans lesquelles n est un nombre entier compris entre 1 et 50. 

3) Compose selon la revendication 2, caracterise en ce que n est compris entre 1 et 10 et le compose II 
est choisi parmi I'ethanolamine etl'(amino-2-ethoxy)-2-ethanol. 

4) Compose selon la revendication 1 , caracterise en ce que A est I'atome de soufre et le compose I est le 
mercaptoethanol. 

5) Compose selon la revendication 1, caracterise en ce que les copolymeres de I'anhydride maleique sont 
choisis parmi les poly (anhydride maleique-ethylene), les poly (anhydride maleique-styrene), les poly (anhy- 
dride maleique-propylene), les poly (anhydride maleique-methylvinylether). 

6) Compose selon la revendication 5, caracterise en ce que le copolymere de I'anhydride maleique 
comprend au moins 5 % de motifs anhydride maleique. 

7) Compose seion la revendication 1 , caracterise en ce qu'il est lie directement ou indirectement a au moins 
une molecule biologique choisie parmi les proteines, les anticorps, fragments d'anticorps ou antigenes, les po- 
lypeptides, les enzymes, les haptenes, les fragments d'acides nucleiques. 

8) Compose selon la revendication 1 ou 7, caracterise en ce qu'il est fonctionnalise par interaction des fonc- 
tions anhydride disponibles, avec des fonctions reactives d'un agent de fonctionnalisation, ledit agent de fonc- 
tion nalisation etant choisi parmi les haptenes, des agents colorants, luminescents, fluorescents ou phospho- 
rescents et des polymeres naturels ou synthetiques notamment polypeptides, polysaccharides et proteines so- 
lubles en milieu organique, et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

9) Compose selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'il est lie a un agent de fonctionnalisation 
lui-meme lie a une molecule biologique. 

10) Compose selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu'il est immobilise directement ou indirec- 
tement sur un support solide. 

11) Compose selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est immobilise sur un support solide par 
un ligand choisi parmi la polytyrosine, la polyglycine et le N-BOC-1,6-diaminohexane. 

12) Compose selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il est lie a un agent de fonctionnalisation lui- 
meme lie a un agent de fonctionnalisation complementaire, ce dernier etant lui-meme lie a un support solide. 

13) Compose selon la revendication 11, caracterise en ce que le compose repondant a la formule I est a 
la fois I'agent hydrophilisant et I'agent de fonctionnalisation. 

14) Compose selon la revendication 13, caracterise en ce que I'agent hydrophilisant est choisi parmi la 
polytyrosine, la polyglycine etle N-BOC-1,6-diaminohexane. 

15) Agent d'hydrophilisation d'un homopolymere ou copolymere de I'anhydride maleique caracterise en 
ce qu'il repond a la formule I : 

CxHyAzOt (I) 

dans laquelle : 

- A est I'atome d'azote d'une fonction amine primaire, secondaire ou tertiaire ou I'atome de soufre d'une 
fonction thiol, 

- x, z et t independamment les uns des autres sont des nombres entiers non nuls, et 

- y est un nombre entier non nul, au moins egal a 5 quand A est un atome d'azote, et au moins egal a 4 
quand A est un atome de soufre. 

16) Precede pourobteriirun derive soluble en phase aqueuse a pH neutre, d'un homopolymere ou copo- 
lymere d'an hydride maleique caracterise en ce que : 

- on dissout I'homopolymere ou copolymere dans un soivant organique anhydre et 

- on fait reagir I'homopolymere ou copolymere en solution, avec un agent hydrophilisant, selon la reven- 
dication 15, en phase organique. 

17) Precede pour immobiliser une molecule biologique sur un homopolymere ou copolymere de I'anhydride 
maleique caracterise en ce que : 
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- on dissout I'homopolymere ou copolymere dans un solvant organique anhydre, et 

- on fait reagir I'homopolymere ou copolymere dissous avec un agent hydrophilisant selon la revendication 
15, en. phase organique 

- on met en contact le compose hydrosoluble obtenu avec la molecule biologique, en phase aqueuse. 

18) Procede selon la revendication 17, caracterise en ce qu'avant la mise en contact du compose hydro- 
soluble avec la molecule biologique, on fonctionnalise I'homopolymere ou copolymere d'anhydride maleique 
au moyen d'un agent de fonctionnalisation, en phase organique. 
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